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研究成果の概要（和文）：転移性腎癌の完治を目指した治療戦略の確立及び転移機構の解明は、国内外の泌尿器
科が抱える共通のホットトピックの一つである。現在の転移機構の概念として、細胞集団運動およびprotrusion
形成を介した転移が知られている。これまでに申請者らが樹立した腎癌肺高転移細胞株において細胞集団運動お
よびprotrusion形成の亢進が見出されている。先行研究にて高転移株特異的miRNAをノックアウトした結果、高
転移株でprotrusion形成の抑制がみられた。しかし、低転移性の親株に同じmiRNAを強制発現させた際には
protrusion形成はみられないものの細胞集団形成能が増大した。

研究成果の概要（英文）：Establishment of therapeutic strategies aimed at cure of metastatic renal 
cancer and elucidation of the metastatic mechanism are one of the common hot topics held by domestic
 and overseas urology departments. As a concept of the current metastatic mechanism, metastasis via 
cell mass movement and protrusion formation is known. Enhancement of cell mass movement and 
protrusion formation has been found in renal carcinoma high metastatic cell lines established by 
applicants so far. As a result of knockout of high metastatic strain specific miRNA in the previous 
study, suppression of protrusion formation was observed in the high metastatic strain. However, when
 the same miRNA was forcibly expressed in the low metastatic parent strain, the formation of 
protoplasts was not observed, but the cell group formation ability increased.

研究分野：泌尿器科学
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１．研究開始当初の背景 
 これまでに申請者らは腎発がん物質
EHEN 処理により誘発したラット腎細胞癌
より腎癌細胞株 rRCCd5Pを樹立してきた。
さらに免疫状態が正常のラットに同種同所
移植することで腎癌の肺転移モデルを作製
した。そこで、肺転移巣から癌細胞株の初代
培養を行い、これを腎被膜下に再度移植後、
肺転移頻度が増加した株の in vivo セレクシ
ョンを行い、高頻度に肺転移を起こす株
(d5krm #3及び #7)を樹立した。第 5世代の
高転移株を樹立後、親株との肺転移能を上記
移植系により比較した結果、in vivoセレクシ
ョンを重ねるにしたがって、転移能が増大し
ていることが明らかとなった。さらに、高転
移株では親株と比較し幹細胞性及び薬剤耐
性能の亢進等種々の相違点を見出してきた
が、3次元培養を実施したところ、親株(d5p)
と比較して高転移株では細胞集団の形成お
よび突起伸張(protrusion)を認めた。したが
って、本モデルで得られた高転移株の転移機
構に collective cell movementと protrusion
の形成という 2つの現象が関与する可能性が
示唆された。 
 
２．研究の目的 
本研究では EHEN 誘発ラット腎腫瘍より
樹立した腎細胞がん株(d5p)および rRCCd5
の腎被膜下移植により作成した肺高転移株
(krm3および krm7を用いて、腎原発癌の肺
転移成立における表現型の獲得にかかわる
遺伝子の同定を目的とした。 
 
３．研究の方法 
網羅的遺伝子発現解析 
 d5p、krm3 および 7より mRNA を抽出し、網
羅的遺伝子発現解析に供した。得られた遺伝
子発現量データーを Ingenuity pathway 
analysis (IPA) software に供し、有意な発
現変動がみられる pathway の検索を行った。
なお、IPA software にて解析する際には d5p
に対して、krm3 および 7の発現量をそれぞれ
比較することで発現量比を算出し、1.50 以上
および 0.67 以下の発現データーを用いて、
解析に供した。 
 
網羅的 miRNA 発現量解析 
 d5p、krm3 および 7 より miRNA を抽出し、
網羅的 miRNA 発現量解析を実施した。また、
得られた miRNA 発現量データーについては
IPA software を用いた Targetscan 解析を上
記網羅的遺伝子発現量解析データーとの複
合的解析を行った。 
 
標的遺伝子 KO ベクターの構築 
 上記遺伝子発現データーで得られた高転
移株(krm3および 7)で共通して発現上昇して
いる miRNA について KO ベクターを CRISPR/ 
Cas9 により構築した。詳細について、以下に
記す。 

gRNA 鎖の設計 
(Mira_A_Top:  5’-ATCCGCAGCTAAGCCCTGCTC 
CAC -3’ , Mira_A_Bottom : 5’-AAACGT 
GGAGCAGGGCTTAGCTGC-3’, Mira_B_Top : 5’
-ATCCCAGCAAAGTCGTGTTCACAG-3 ’ , Mira_B_ 
Bottom : 5’-AAACCAGTGCG GTAGCACAGAGAG-3’),
二本鎖オリゴとして合成した.得られたオリ
ゴを CRISPR/Cas9 nickase に挿入し、標的と
するベクターを構築した。 
 
HR ターゲッティングベクターの構築 
CRISPR/Cas9nickase ベクターの標的領域
の外側を標的とする HR ターゲッティングベ
クターを作製した。本実習では Left arm お
よび Right arm を PCR 法にて増幅した。得ら
れた Left および Right arm の増幅産物をベ
クターに挿入した。 
 
細胞の培養と遺伝子導入 
2 種類の細胞（d5krm3 および krm7）を凍結
融解し,10%FBS および 1%ペニシリン/ストレ
プトマイシン添加 DMEM にて培養を行った。
その後コンフルエントに増えたのを確認し
たのちにトリプシン/EDTA ではがして、細胞
数を計測し、1X105個/ml になるように調整し、
6wellプレートにそれぞれ4か所ずつ播いた。
翌日、調整したベクターを用いて形質転換を
行った。48 時間後に、hygromysin 添加 DMEM
を 0, 50, 100 および 150(ug/ml)の用量でそ
れぞれ添加し、72 時間後に 10%FBS および 1%
ペニシリン/ストレプトマイシン添加DMEMに
交換した。 
 
 形質転換細胞のシングルセルクローニン
グ 
 上記にて得られた形質転換細胞株をそれ
ぞれ株化するために、シングルセルクローニ
ングを実施した。形質転換細胞に対して、ト
リプシン/EDTA にてはがした後に、細胞数を
計測し、1well 当たり 0.5cell になるように
希釈を行って 96well plate に播種した。な
お、培地には puromysin を添加し、抗生物質
選択を併せて実施した。15日培養後にコンフ
ルエントになった細胞を 10cm シャーレへ植
え替えし、コンフルエントになった細胞を形
質転換させたシングルクローン株として樹
立した。 
 
 形質転換細胞の3次元培養および顕微鏡下
観察 
 樹立した形質転換細胞株について、コラー
ゲン/マトリゲルによる3次元培養を実施し、
細胞集団形成能について顕微鏡下で観察を
行った。 
 
４．研究成果 
網羅的遺伝子発現解析 
 網羅的解析の結果、親株(d5p)と比較して、
高転移株で有意な発現上昇(1.5 倍以上)およ
び発現減少(0.67 倍以下)となった遺伝子数



はそれぞれ、krm3 は 274 遺伝子および 130 遺
伝子、krm7 は 111 遺伝子および 913 遺伝子で
あった。また、高転移株共通で発現上昇して
いる遺伝子が 159 遺伝子、発現減少している
遺伝子が 538 遺伝子みられた。IPA software
による解析の結果、管腔形成にかかわる遺伝
子が多くみられた。興味深いことに、腫瘍の
転移と密接にかかわるとされる上皮間葉転
換(EMT)関連遺伝子(E-cadherin, N-cadherin, 
Vimentin、S-nail など)は、本モデルにおい
てはむしろ発現減少傾向がみられた。したが
って、本モデルにおける転移様式には EMT と
は異なる機序の関与の可能性が示唆された。 
 
網羅的 miRNA 発現解析 
 網羅的 miRNA 解析の結果、親株と比較して
高転移株で発現している miRNA について、
krm3 では 82 個の miRNA が有意な発現変動を
示した。また、krm3 では 28 個の miRNA が有
意な発現変動を示した。なお、高転移株に共
通して発現変動がみられた miRNA として 23
個の miRNA が同定された。 
 
標的遺伝子 KO ベクターの構築 
 上記遺伝子および miRNA の検索の結果、高
転移株特異的に発現変動がみられるmiRNAが
23 個同定されたことから、これらを KO した
細胞株を構築する目的で形質転換および株
化を目指した。その結果、恒常的に遺伝子発
現がKOされた形質転換細胞株を樹立できた。 
 
形質転換細胞の3次元培養および顕微鏡下観
察 
 上記にて得られた形質転換細胞株にて、3
次元培養を行った結果、明らかに protrusion
形成能が抑制された。一方、親株に同じ miRNA
を強制発現させても protrusion 形成はほと
んどみられなかったものの、細胞集団形成能
が増大した。 
したがって、in vitroにおける解析の結果、
親株と高転移株で影響を受けた表現型が異
なることから、細胞集団形成および
protrusion 形成のどちらが転移の成立によ
り重要であるのか、in vivo にて腫瘍形成能
および転移能・浸潤能について検討する必要
がある。 
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